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特異 的で感度の良 い 2－hydroxye striolく2－ O H E3， の ラ ジオイ ム ノ ア ッセ イ くRIAl を開発 し， 正 常
妊婦血祭中に お け る 2－O H E3濃度 を測定し た． 血祭中2． O H E3は 10 人の 正 常妊 婦 で妊娠の 経過を追 っ て測
定し， 同時 に エ ス ト ロ ンく鋸 ， エ ス トラ ジ オ ー ル ほ2ユ， エ ス ト リオ ー ル くE3，も 測定 した． 2－0 鴨 －6－く0．
Ca rbo x ymethylJo xim e．bo vine se ru m albumin を抗原 と して 2－O H E3に 特異的な抗体 を作製した． 2．
O H E3は血祭 か ら酢酸 エ チ ル で抽出 し， Sephade xL H．20 カ ラム を用 い ， ベ ンゼ ン ニ メ タ ノ ー ル く89ニ11，
ア ス コ ル ビ ン酸飽和 に て溶出分離 し た． R工A は 0．05％の アス コ ル ビン 酸 を含む緩衝液 を使用 し， 8，000
Cpm の E3Hコ2－O H E3と 5，000倍 に 希釈 した抗血 清を用 い ， 標識抗原の 結合型 と遊離型 の分離に はde xtra n
C O atedcha rc o al を用い た
． 標準曲線 はlog－logit のグラ フ 上 で 10p gか ら 1，000pgの 範囲で 直線性 を示 し
た
t
この ア ッ セ イ の 感度 は1 0p gで ア ッ セ イ 間の 変動係数は 13．2％で あっ た
． 確度は プ ー ル した血 襲に 既
知 の量 の 2－O H E3を添加 し て 測定 した ． 全 回収率の 平 均 は 114．3士12■8％で あ っ た
．
2－O HE3の血 衆中濃度
は男子 で は 25．4士2．7p glmlくn ニ 4l， 非妊婦 で は24 ■4 士3．7p gJmlくn ニ 5J で あ り， 妊婦 に おい て は，
妊娠前期 で は 48．2士 18．Op gノml くn ニ 8う， 中期で は 81 ．0士32■8p gノmlくn こ 38う， 後期で は 158．3士66．1
P gノmlくn ニ 52I で あ っ た ． 2．O H E3は 妊娠 15週頃か ら次第 に増加 し， 30週以後急激な増加を示 した． El，
E2，E3は妊娠中期よ り後期に か けて 次第に 増加 した が E3に お い て は 30週 以後 そ の 増加は著明で あ っ た ．
El，E2お よ び E3の 2－ O H E3に 対す る比 は妊娠 の 進行と とも に 増加し た． こ の よう に 妊 娠の経過 に お い て2．
0 批3の 増加率が低い こ とは 2－O H E3の 代謝が きわ め て速い 事 に よ る と考え られ る． 本研究は 2－O H E3の 血
祭中濃度を R工Aで 測定 した最初の 報告で ある ． 最近 の 研究に よれ ば カ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン はプ ライ マ
リ ー エ ス ト ロ ゲ ン の 単なる代謝産物 で はな く， それ 自身に 強力な生物学的お よび 内分泌学的活性 を有す
る こ と が示 唆さ れ て い る ． し たが っ て カ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の RI A はこ の 独特な エ ス トロ ゲ ン代謝産物
の 生理 的役割を明 ら か に す る上 で 重要 な方法に なる と思わ れ る
．
Key w ords r adioim mu n o ass ay， 2－hydro xyestriol， C ateCholestroge n，
e strogen， pregn a n Cy
エ ス ト ロ ゲ ン の A 環の 2 ま た は4 位が 水酸化さ れ
たカ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン は プ ラ イ マ リ ー エ ス トロ ゲ
ンで ある エ ス ト ロ ン く鋸 ， エ ス トラ ジオ ー ル くE21，
エ ス ト リ オ L ル ほ3う の 主 要代謝産物 で あ る事 は，
Gallaghe rや Fishm a nら の グ ル ー プ に よ り 明ら か に
されて い た が1ト刃 ， そ の 生理 的意義に つ い て は必 ず し
も 明 らか で はな か っ た ． しか し ， 近年カ テ コ ー ル エ ス
ト ロ ゲ ン が カ テ コ ー ル ア ミ ン の 主 要代謝酵素で ある
Cate Choト0－ m ethyltra n sfe r a setC O M TJ お よ び tyr o－
Sin ehydr o xyla s eの 強力な抑制物質であ る こ と5ト9，，
プ ロ ス タ グラ ン ディ ン げG Jの 合成を促進し代謝を抑
制 する こと 川 11 1， ゴ ナ ド トロ ピ ン お よ びプ ロ ラ ク テ ン
A bre viatio ns ニB S A，bo vine s er u malbu minI D CC， de xtr a n c o ated charc o alニ El， e StrO n eニ
E2， eStradiolニ E3， e Strio13 MC R， m etabolic cle ara n c e r ate三 2vOH El， 2－hydro xyestr oneI 2－
O HE2， 2－hydroxyestradiolニ2－ O H E3， 2－hydro xyestriolニ P BS， pho sphate buffer with s aline3
PG， PrOStaglandini RI A， radioim m u n o ass ay 三S．A ． ， Spe Cific activity．
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刺激 と抑制機序に 関与す る こ と1 2ト 瑚 を示 唆す る報告
が相次ぎ， カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン の 生理 的意義が注
目 され る よう に な っ た ． こ の 意味で カテ コ ー ル エ ス ト
ロ ゲ ン の 正 確な血中， 尿中， 組織 内レ ベ ル を知 る こ と
は きわ め て重要な問題 であ り ， 近年 その 一 つ の 方法と
して血中お よ び尿中2．hydro xye str o n eく2－O H El ， 2－
hydr o xye str adiolく2．OH E2I の 特異的で感度の 良い ラ
ジ オイ ム ノ ア ツ セ イ くR王Aう が報告さ れ た20ト 2引
一 方 プ ライ マ リ ー エ ス トロ ゲ ン である El ，E2，E3は
妊娠時に は その 経過と と も に 著増 し， 末期に は尿 中の
El ，E2は非妊娠貴体期の 100倍， Eaは 1，000倍 に も 達
す る． 特 に E3は 一 般 に は El ，E2の 代謝産物で あ るが ，
妊娠時 に は主 に胎児 一 胎盤系で 生成 され ， 母体血中に
移行 し尿中に 排泄 され る． した が っ て E3の 生成 と排泄
に い た る ま での 系は 仁胎児 ． 胎盤 ユ ニ ッ トJ を構成要
素とす る妊娠状態 その も の で あり ， 臨床的に は E3の 尿
中濃度 は胎児 一 胎盤 一 母体機能の総合的指標 と な っ て
い る ．
本研究で は， E3よ り生成 され る カテ コ ー ル エ ス ト ロ
ゲ ン で ある 2－hydr o xyestriolく2－ O H E，1 の 特異的で 感
度の 良い RI A を開発 し， こ の方法 で 正常妊婦血中濃度
を測定 し， 同 一 検体に おい て プライ マ リ ー エ ス トロ ゲ
ン で ある El， E2，E3を同時測定 し比 較検討 を行 っ た の
で報告す る．
対象お よ び方法
工 ． 対 象
血圧， 検尿 な ど理 学的， 一 般臨床検査 に 異常の ない
こ と を確認 した 20－ 40歳 の 正 常男子 ，黄体期女子 お よ
び 正常妊婦を対象と し， 午前 8時か ら 10時の 間に 肘静
脈よ り， E D T A， ア ス コ ル ビ ン 酸加真空採血管に 採血 ，




H ． 各種 エ ス ト ロ ゲ ン の 測 定方法
1． 溶媒 ， 試薬
溶媒 はす べ て和光純薬社製 を用 い ， エ タ ノ ー ル ， エ
チ ル エ ー テ ル は特級 を， ベ ン ゼ ン ， メ タ ノ ー ル ， 酢酸
エ チ ル はク ロ マ トグラ フ用 を その まま使用 した． アス
コ ル ビン 酸， Cha rc o alくNo ritAlは和光純薬， de xtr a n
お よ び bo vin e－ y－globulin は 生 化学 工 業， Sephade x
L H－20 は P ha rm aCia 社よ り購 入 し， その ま ま純化せ
ず に使 用 し た． El ，E2 ，E3の純 晶 は S igm a社よ り購入
し純化せず使用 し た． 2．O H E，は Stube n r a u ch ら261の
方法に て次の よう に 合成 した． ま ず E3の 2位 を ニ ト ロ
化 し， ニ ト ロ 基 を還元 化の の ちオ ル ソ ア ミ ノ フ ェ ノ ー
ル に相当す る部分を逆酸化法 に より オ ル ソ ジオ キ シ ベ
ン ゼ ン に 変換 し， その 部分 を還元 化 する こ と に より 2－
O H E3を合成 し， 薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に て精製し
た．
E2，4，6，7－ 3HコElくSpe Cific a ctivity，S．A － ，88．5CiJm 叫．
E2，4，6，7－ 3HコE2 くS．A － ， 110．O Cilm MJ， E2，4，6，7－ 3HjEa
くS．A ．， 90．O CiJlm MJ は Ne w Engla nd Nu cle ar社より
購入 し た． E6，7－ 3Hコ2－ O H E3はJellin ck ら2 7切 方法に従
い ， 仁6，7－ 3HコE3 くS．A ． ， 58．O Ciノm M， New England
Nu cle a r社Iより合成 し た． す な わ ちE3HコE3を NA D H
存在 下 に 0． 1M Tris－HCl緩 衝液 中 で m u shr oom
tyr o sin a seくSigm a勧 と 反応さ せ て合成 し， Sepha．
deE L 廿20 カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に て 精製した
．
ア ス コ ル ビ ン 酸緩衝液 くpH 7．4う は Ko n oら23切 方
法 で ， 0．01M 燐酸緩衝液 くpH7 ．4， pho sphatebuffer
Withs aline，PB Sl は N ishin aら2 81の 方法で 調製した．
RI A の標識抗原の結合型 と遊離 型 の 分離 に はdext．
r a n c o ated cha rc o al のC CJ懸濁液 を攫拝 しながら使
用 した が， 2－OH E3で は ア ス コ ル ビ ン 酸緩衝液に ， また
El， E2， E，で は P B Sに ， そ れ ぞ れ cha r coal 0．625％，
dextran O．0625％の 割合 で加 えた もの を用 い た
．
2 ． 各種 エ ス ト ロ ゲ ン に対 す る抗血 清
二り 2－O H E3 に対 す る抗血清
抗 2－OH E3 血 清 は す で に 報告期 し た よ う に， 2．
O H E，－6－く0－C a rbo xym ethylIoxim e－bovin e s e r u m
albu minくB S AJ c o njugateを家兎 に免疫 し て得られた
も の で RIAに はア ス コ ル ビ ン 酸績衝液で 5，000倍に
希釈 して使用 した．
2う E． ，E2 ，E3に対 す る抗血清
抗 El，E2，E3血清 は Steraroids 社 よ り購 入 したEl，
E2， E，－6－く0－ C a rbo xym ethylJo xim e－B S Ac o njugate
を家兎に 反 復免疫 して作製 した． こ の 血 清 を凍結乾燥
して 保存 し， RIAに は El は0．27mg， E2は0．17mg，
E
3は 0．25m g を100mlの P B Sに 溶解 して 使用 した．
3 ． 各種 エ ス トロ ゲ ン の 抽 出
い 2－ O H E3の 抽 出
2－ OH E3の 抽出に は 2 mlの 血 祭 を用 い ， 回収率測定
用仁3Hコ2－O H E3を 600cpm 加 え， 15 mlの 酢酸エ チル
で 抽出し た． 抽出液 は 450C 以下 の 水浴 中， 窒素気流下
に て 乾 固した ．
2う El， E2， E3の 抽出
El ，E2，E，の 抽出に は血 祭0．1－0．5 ml を用い ， 回収
率測定用 E3HコEl， 亡3HコE2， 仁3EコE3を そ れ ぞれ 1 ．000
cpm 加 え， エ チ ル エ ー テ ル 6 mlで 2回 抽出し，50
0
C 以
下の 水浴中 で 窒素気流下 に 乾回 した．
4 ． 各 種 エ ス ト ロ ゲ ン の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ
フ ィ ー
い 2－O H E3の カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
2－ O H E3の 抽 出分離の 概略 は図1 に 示 した よう に，分
2－O H E3 の R王A お よ び正常妊 婦血中濃度 の 測定
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Dry elu 8te d nd ad dD．5 ml etha n ol
0．3 m1 0．l ml
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Fig． 1． Extra ctio n a nd pu rificatio n of 2－O H E3
fr om pla s m a．
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50
Fig． 2■ Elutio npatte rn ofE3Hコste r oids． 仁3HjEl ，
亡SHjE2，E3HコE3， E3Ilコ2－O H El， F3Hコ2－ O H E2 a nd
E3Hコ2－ O H E3 W ere ap plied to Sephade x L H－20
COlu mn く0，6X13c mJ a nd eluted with ben z en eノ
m etha n olく89ニ11， S atu r ated with a s c o rbic a cidl．
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離 に は Se如adex L H－20 カラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を使用 した
．
Sephadex LH －20 はベ ン ゼ ン ニ メ
タ ノ ー ルく89二1い で 一 昼 夜膨潤さ せ た後， 内径0．6c m
の カ ラ ム に 高さ 13c m ま で 充填 した． 溶出溶媒 はア ス
コ ル ビ ン酸飽和 ベ ン ゼ ン ニ メ タノ ー ル く錮 二11う を使
用 し， カ ラ ム は使 用前 に 溶出溶媒 に て 充分 に 洗浄 した．
そ し て抽出乾固し た試料を 0．2 ml の溶出溶掛 こ溶解，
カ ラム に の せ ， 括栓 を開い て 吸着さ せた ． 同様の 操作
を 2回繰 り返 した後， 溶出溶媒で溶出した． 溶出曲線
は図2 に 示 したが ，2．O H E3は他の 近縁ス テ ロ イ ドか ら
完全 に 分離 さ れ 2－O H E3分画と し て 28－ 42mユ を使 用
した
．
2－O H Ea分 画は乾固後0．5mlの エ タ ノ ー ル を加
え溶解，0．1mlを回 収率測定用 に ，0，3mlを R工Aに 使
用 し た．
2J El ，E2 ，E3の カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー
E
l， E2， E3の 抽出分離の 概略は図3に 示 した． Sepha－
de x L Ht20 を溶 出溶媒 で あ る ベ ン ゼ ン ニ メ タ ノ ー ル
く9 二 1Iで 一 昼 夜膨潤させ た後， 内径0．8cm のカ ラ
ム に 高さ 10c m ま で 充填 し， 2－O H E3と同様の 操作 に
て El ，E2， E3を溶 出分 離 した． 溶出曲線は図4 に 示 し





25－35ml を使用 した． 各分画は乾国後 0．7 mlの
エ タ ノ ー ル を加 え溶解， 0，1mlを 回 収率測定用 に ，
R工Aに は 妊 娠前期 は 0■3 ml， 中期 は 0．2ml， 後期 は
0．1 mlを使用 した
．
5 ． 各種 エ ス トロ ゲ ン の R工A
R IAの 概略 は図5 に 示 した よう に ， 援衝液 と して 2－
O H E
3 測定に はア ス コ ル ビン 酸緩衝液を， E． ，E2， E，測
定 に は P BS を用い た以 外 はす べ て 同様の 方法 で行 っ
た． 試料あ るい は 各濃度の 非標識 ス テ ロ イ ド0．1ml に
約 8，000cpm の E3Hjster oid O．1mlと 0．5 ml の希釈
Pla さ m t8 ．l m l － 8 ．5 ml
Addl．8 88cpm JH － Estroge n
Extr a ct wlt h6 mJ et h yl et he
Ce ntrIfuged 8t 2，800rpm ノ ほ min
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Fig． 3． Extr a ctio n a nd pu rific atio n of El， E2 a nd E3
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Fig． 4． Elutio n patte rn OfE3Hコe str ogen s． 仁3HコEl，
仁3HコE2 a nd仁3HコE3 W e re aP pliedto aSephade x
L H－20 c olu m nく0．8XlOc ml and eluted with
be n z e n elm etha n olく9ニ1J．
0．1 m l Standa rd or Sa mpJe
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上
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読 nt
Fig． 5． Sche m efo r El， E2， E3 a nd 2－O H E3 r adio．
im m u n o a s says．
抗血 清を加 え て混机 40C で 一 夜反応 させ た後水冷し
なが ら D C C懸濁頼 0．3ml を加 え擾拝後 10 分間静覆
し， 3，000rpm で 10分間冷却遠心 した． 上 宿0．5 mlを
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 用 ミ ニ バ イ ア ル に 移 し， 液体シ
ン チ レ ー シ ョ ン 液 0．6ml を加 え て 攫拝後放射能を測
定 した．
成 績
工 ． 各種 エ ス ト ロ ゲ ン の 測 定方法 の 検討
1 ． 2－O H Eaの 測定方法の検討
い 2．OH E3の Sephade x L H－20 カ ラム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よる 分離
2－O H E3の 近縁 ス テ ロ イ ドか らの 分離を検討 するた
めE3HコEl，亡3HコE2 ，仁3HコE， ，E3Hコ2－O H El，亡3Hコ2－OHE2，
E3Hコ2－ O H E，そ れ ぞ れ 約 10，000cpm を 混 合 し，
Sephadex LH－20 カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー による
分離 を み た． 溶 出パ タ ー ン は図 2 に 示 す よう に， 2．
O H E3は他の 近縁 ス テ ロ イ ドと は 溶出速度 の 違い で分
離す る こ と が で き た． 2－ O H E3の血 費か ら の 抽出よりカ
ラ ム に よ る 分離 まで の 操作 に よ る 回 収率 は52．2％よ
り 84．4％の範囲で平均 66．4士6
．
．2％くn こ 1071で あっ
た
．
2I 抗2－ O H E3血 清の 特異性
抗 2．O H E3血 清の 特異性に つ い て 検 討す る ため各種
ス テ ロ イ ドお よび カ テ コ ー ル ア ミ ン に 対す る交叉率を
測定 し， すで に報告29Iした ． 2－ O H E3との 結合を 100％
とす る と， 2． O H E22．4％， 2． m ethoxye strio14 ．4％，
E，4 ．3％， 4－hydr o xyestrio1 3．1％と若干高 い 交叉率を
示 した が ， 他 の近縁 ス テ ロ イ ド化合物と の 交叉 率は
1％以 下で あ っ た
．
C1 9－ Ste rOidお よ び C21－ SterOid， カ
テ コ ー ル ア ミ ン とは全 く交叉 を示 さな か っ た ．
3I 2－O H E3の RIAに お け る標準曲線
2－ O H E3の R工Aに お い て非標識抗原 を 0 と した時，
8，000cpm の 標識抗原と の 結合 が 50 ％ で ある抗血清
の 希釈度は 5，000倍で あっ た ． 同希釈度の 抗血清を用
い て作製 した標準曲線 を図 6に 示 した ． 非標識の 抗原
を 0 と した時 の標識抗原の結合塾 の 計数を Bo， 一 定量
の 非標識抗原 を加 えた時の 標識抗原の 結合型 の 計数を
B， 標識抗原の 非特異結合の 計数を N とす る． この 隠
B－ NIB。－ N のパ ー セ ン ト をlogit変 換 し縦 軸 に ， 2－
O H E3 の 量 を p g単位で log 変換 し横軸に とり グラフ
に あ らわ す と ， 10p gか ら 1，000pgの 範囲で直線性を
示 し， こ の 範 囲で 定量可 能 で あ っ た ．
41 2－OHE3の RIA に お け る pla s m abla nk値
健常成 人 女子 よ り 得 た 血焚 を cha rc o al処理 して
ste r oid fr e epla s m aを作製 し， pla s m abla nk を測定
した． 本測定法 に よ る全操作 の pla s m ablank値は10
2－O H E3 の R工A お よ び正 常妊婦血 中濃度の 測定
回の 測定で す べ て 20pgノml以下 であ っ た ．
5 I2－O H E3の R工Aの 確度
健常成人男 子血 寮に 20， 50， 100， 200pgノml の 2－
OIiE3を加 えて 全測定操作 を行 い ， 本測定法の 確度 を
検討した． 結果は図 7に 示 すよ う に ， 回収率 は 114．3 士
12．8％と良好で あ っ た ．
6I2－O H E，の RIAの 精度
本測定法の精度の検討 はほ ぼ 50， 100， 200p gノmlの
濃度の血 栄を各々 4 回測定す る こ と に よ り 行っ た ． そ
れ ぞ れ の 濃度 に お け る ア ッ セ イ 間 の 変 動係数 は
18．5％， 20．7％， 8．5％ で あ っ た ．
2 ． El，E2，E3の 測定方法の検討
11El， E2， E3の Sephade xL H．20 カラ ム ク ロ マ ト
4 1 0 20 40 100 200 408 10叫
2 － O HE3くpgJ
Fig． 6． Sta nda rd c u rv efo r2－ OHE3 0 n alog－logit
tr a n sfo r matio n． Bo， r adio a ctivityくcpmJof bo u nd
F3Hコ2－ O H E3 Whe n c old 2－ O H E3 W a S n Ot addeds
B，r adio a ctivityくcpmJof bo u ndE3Hコ2－ O H E， Whe n
Vario u s a m o u nts of 2－O H E3 W e re addedニ N，
r adio a ctivityくcpmlofnon spe cificbo u nd E3Hコ2－
O H E3．
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グラ フ イ 一 に よる 分離
El， E2， E3の 分離を検討す る た め仁3HコEl，E3HコE2 ，E3
HjE3そ れ ぞ れ 約 200， 00cpm を 混 合 し， Sephadex
L H－20 カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る 分離 を み
た． 溶出パ タ ー ン は 図4 に示 す よ う に ， El ，E2，E3は溶
出速度 の 適い で分離す る こ とが で き た． El ，E2， E3の 血
祭か ら の 抽出よ りカ ラ ム に よ る分離まで の 操作に よ る
回収率 は， El は 94 －5 士8．9％， E2 は 92．5士7．6乳 E3
は 81．2士7．9％と良好で あ っ た ．
2う 抗 El ，E2， E3 血 清の 特異性
20 50 100 200
2 － OH Eさ Added － p g
Fig．7． Valu e s m e a su red whe n v a rio u s a m o u nts of
2－O H E3 W e r e addedto the po oledplas m a ofadult
m en． Ea ch point indic ates m e a n士S．D． T he
n u mber of deter min ationis sho w nin pa re nthe s es．
Slope ofr egr es sio nlin eisO－96with a inte rc ept of
32．6p gノml．
Table l． Plasm a c o n c e ntr atio n of 2－O H E3
2－O H E3くpgノmり
Ra nge
くM ea n士S D．I
M e n
No npregn a nt w o m e n










24 ．0 － 71 ．0
く48．2 士 18．OI




く158．3 士 66． い
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抗 El血 清 の E2，E3と の 交叉 率 は そ れ ぞ れ 2．4％，
0．1％以 下， 抗 E2血 清 は E．， E3と そ れ ぞ れ 0．9％，
0．2％， 抗 E3血清は El， E2と それ ぞ れ 0．1％以下，0．2％
の 交叉率で あ っ た ． ま た C．，． お よび C21－ Ste rOid との 交
叉率は す べ て 0．1％以 下で あり ， W right ら
3Olの 報告と
同様に きわ めて高い 特異性 を示 した．
31 El， E2． E，の RIA の標準曲線お よ び Bla nk 値
す べ て 2．O H E3の R IA と同様 に 検討した ． 標準曲線
は 4pgよ り 1，000pgの 範 囲で直線性 を示 し， こ の 範
囲で 定量 可能 で あ っ た ． Bla nk億 は 4p glmi 以 下 で
あ っ た ．
41 E． ，E2，E3の RI Aの 確度と精度
確度 を検討す る た め行 っ た 回収率は El ，E2，E3そ れ
ぞれ 98．6 士3．3％， 101 ．3 士5．6％， 98．1士6．2％と良好
で あ っ た ． ア ツ セ イ 内の 変動係数お よ び ア ッ セ イ 間の
変動係数は それ ぞ れ， E．は 5．0％と 8．9％， E2は 6．9％
と 11．3％， B は 8．0％ と 13．5％であ っ た ．
工王． 血 紫中の 各種 エ ス ト ロ ゲ ン の 定量
1 ． 男子 お よび 非妊婦の 2－O H E3の 定量
健常男子 お よ び非妊婦の 血 祭中2－O H E3値 は衰 1 に
示す よ う に 男子 で は21．2－28．7p gノml で平均 25．4士
2．7p gノmlくn ニ 4う， 女子 黄体期 で は 20．1
－ 29．8p gノ
2 ． 妊 娠の 経過 に お け る 2． O H E3お よ び El ，E2，E3
の 定量
血 祭中2－O H E3を妊 娠 の 経過 で み る と 表 1 に示 すよ
う に 妊 娠 初期 で は 24 ．0 岬 71．Op gノml で 平 均48．2士
18－Opgノmlくn ニ 8l， 中期で は 26．O M 147．Op gJmlで
平 均81．0士32．8p glml くn ニ 38l， 後 期 で は66．1 －
310－Op glml で平均 158．3士66．1p glmlくn ニ 52J と妊
娠 の 経過 と と もに 増加 した．
個々 の 妊 婦 に つ い て妊 娠の 経過 を追 っ て 測 定した
El， E2， E3お よ び 2－ O H E3値を 図 8， 9， 10， 11 に示し
た
．
El，E2， E3値は と も に 15週頃よ り次第 に 増加し， さ
らに E3値 は 30週前後 よ り著増す る傾向 を示 したが，
こ の 結果 は Cohen ら3 1， De he rtoghら3 2Jの 報告と同
様 で あ っ た ． 一 九 2t O H E3は15 週頃よ り徐々 に増加
し， Eユと 同様 30週以 降著増 する傾向を示 した． 妊娠各
期 に お ける El， E2， E，の 2－O H E3 に 対す る比 を表2に，
個々 の 妊 婦 に お い て 妊 娠 の 経過 を追 っ て み た E3ノ2．
O HE3比 を 図12 に 示 し たが ， い ずれ も妊娠の進行と共
に 上 昇 し 2－ O H E3の 増加率が E． ，E2，E3の 増加率より
も小 さ い と い う結果 で あ っ た ．
考 察



































2－O H E3 の RI Aお よ び正常妊 婦血 中濃度の 測定
はC－4位の 水 酸 基 がき わ め て 不 安定で ， 容易 に 酸化さ
れ る こ と か ら ， そ の R 工A は きわ め て 困 難 で
Yoshiz a w aら
331に よ り， 2．O H Elの RI A が報告さ れ た
が 一 般化さ れ な か っ た ． と こ ろ が 最近 抗原 と して の
ster oid－pr Otein c o njugate の 合成， 試料の 採取， 抽出，
分離操作や緩衝液 に カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン の 安定化
割として 抗酸化剤， ア ス コ ル ビ ン 酸が使用 さ れ るよ う
に なり抑 ， その RIA がか なり正確に で き る よ う に な っ
た．
カ テコ ー ル エ ス トロ ゲ ン は主 と し て 肝臓 に 存在す る
2－およ び4－hydr o xylas eに よ り生合成さ れ ， そ の ほ か
月払 胎盤， 腎， 筋肉で も 合成さ れ る3 4 ト 3 71． なか で も 2．
































よ び 2－O H E2が 主 で あ っ た こ と か ら， 血中非抱合型 カ
テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の RI A は 2－O H El， 2－OH E2を
中心 に 開発さ れ てき た
．
従 来 報 告 さ れ て い る 2－ O H E120ト 2封 お よ び 2．
0王1 E2
2 412 5切 RI Aで は 抗 原 と し て 2－O H El．17－く0．
C a rbo xym ethyl o xim e －B S A ま た は 2－ O H E2 －17－
he mis u c cinyトB SA を使用 して 抗血 清 を作製 し てい る
こ と か ら， 芳香 A 環の C－2，C－3位に 水酸基を有する カテ
コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン に特異的に 反応 するが ， D 環の認
識は悪 く， 抗2－ O H E．血 清は 2－O H E2， 2－ OHE3と2 0－
100％と きわ め て高 い 交叉 率を示 した． すで に プラ イ マ
リ ー エ ス トロ ゲ ン である El，E2，E3で は 6位 の B S A．
COnjugate を抗原と して 作製 した抗血 清が， そ れ ぞれ
8 10 15 20 25 30 35 40 42
Ge statio n al We eks
Fig－ 9， Valu e sfo rE2in lOpr egn a nt w o m e nthr o ugho ut pr egn a n cy．
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の エ ス トロ ゲ ン に 対して き わ め て高い 特異性を示 す こ
とが 報告 叫 晒 され てお り， 著者の 使用 し た抗 El ，E2 ，E3
血清も 同様に き わ めて特異性 の 高い 抗血 清で あっ た ．
こ の点 に 着日 して Fujiiら3 91は 最近2－OH E． ， 2－ OH E2
の 抗原と して 2－ O H El－ お よ び 2－O H E2－6．く0 －C a rbo xy－
m ethyl o xim e－B S A の合成 を報告 して い る． 本研究の
2－O E E3の RI Aに 用い た 抗血清 も同様 に 2－OH E3牒－
く0．c a rbo xym ethylo xim e－ B S A を抗原 と し て作製 し
た も の で あ り ， 2． m ethoxyestriol， E，， 4－hydr o xy．
e stri01，2．O H E2と 2 － 4％の 交叉 を示 す以 外， そ の他
の ス テロ イ ドお よ びカ テ コ ー ル ア ミ ン と の交叉 は 1％
以下 と低 く，2－O H E3に きわ め て 特異性の高 い 抗血清で
あっ た ． 抗 2－O H E3血清の E3と の交叉 は4．3％と ごく
わ ずか で あ るが ， 妊婦に お け る E3血 中濃度 は きわ め て
高く，2－O H Eユ測定に 影響 を与え る こ とが予想さ れ るた
め， 前処理 と して E3な ど近縁 ス テ ロ イ ド と の 分離 を
行 っ た後 ， 2－O H E3の RI Aを行 っ た ．
Sephade x L H－20 は Celite と と も に ス テ ロ イ ド の

































ト ロ ゲ ン の 分 離 に は C hatto r ajら21りこ よ り 尿中2．
O H Elと 2－O H E2の ， Ce c chini ら
2 2l
， Ko n oら231によ り
血 簗 2－O H E．と 2－O H E2の 分 離 に 使 用 さ れ て い る
．
Ko n oら23ユは 従 来報 告 さ れ て い た 2－O H E．値 が2．
O H Elの m etabolic cle arance rateくMCRJか ら推定さ
れ る億 よ りも高 い こ と よ り， 血中の 他の ス テ ロ イ ドま
た は非特異的な 反応阻害物質 の R工Aへ の 影響を指摘
し， Sephade xL H－20 カラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー な
ど に よ る試料 の 純化 を強調 して い る ． 著 者は Kono
ら2 3Iと同サイ ズの カ ラム に メ タ ノ ー ル を若干 増や した
溶出溶媒 を用 い る こ と に よ り， E3お よび 近縁 ス テ ロイ
ドと 2－O H E3 を完全 に 分 離す る と と も に ， 良好な回収
率 を得 る こと が で きた ． Bla nk値 も従来の 報告とほぼ
同 一 レ ベ ル で あり， 添加 回収実験 ， 再現性も良好な満
足す べ き 2－O H E3の R工A を確立 で きた ．
と こ ろ で R 王Aに よ る ヒ ト血梁 カ テ コ ー ル エ ス トロ
ゲ ン の 測定 は， Yo shiz a w aら3 3りこ よ り血祭非抱合型2－
O E Elの R工A が は じ め て報告さ れ た 後 7年間ま っ た
く報告さ れ な か っ たが ， 最近 Ba11ら20l， Ce c chiniら2 2l，
0 8 10 15 20 25 30 35 40 42
Ge st a tio naI We eks
Fig．10． Valu esfo rE3in lOpr egn a nt w o m e nthr o ugho ut pr egn a n cy．
2－O H E
3 の R王A およ び正 常妊婦血 中濃度の 測定
Eon oら
23I
， Be rg ら
2畑に よ り相 つ い で 報告さ れ た ． 2－
O H Elの 測定値 に つ い て は， Yo shizaw a ら， Berg らは
比較的高い 値 を，Ko n oらは低 い 値 を， Ballらは前 2者
の中間の 値 を報告し， 今 だ 一 定の 見解 は得 られ て い な
い
．
また RI Aに よ る血 中非抱合型 2－OH E2値 は Eo n o
ら2引に よ り妊娠後期 を除い てす べ て 10pgノml以 下，妊
娠後期で も 15士 9 p gノml の低い 値を報告 して い る
．
また Kishida ら 頼 も妊娠 前 ． 中． 後期 で そ れ ぞれ 8．1 士
1．3p glml， 11■8士2．7p glml， 24 ．9士 7．5p glml と
Ko n oら の 報告よ りも高 い が， 2－O H E．に 比 較 して か な
り低い 値 を報告 し て い る ． ヒ ト血 襲非抱合塑 2－O H E3
の R工Aに 関す る報告 は著者の 調 べ 得た範囲で はみ ら
れず， 本研究が 最初の 報告で ある
． 成人 男子 お よ び非
妊婦 の 2－O H E3値 は 25，4 士2．7p gノml お よ び24 ．4士
3．7p gノml と プ ライ マ リ ー エ ス トロ ゲ ン である E3の
7－30p gノm14 1ト4引と ほぼ 同じ血 中レ ベ ル で あ っ た ． ま
た2．O H Elと の 比 較 で は Eo n oら23ユと Ball ら抑 の 報



































O H E2値よ り高値 を示 した
． 例数が少 なく 更 に 多数例
で の 検討が 必要で ある が 2－O H El ， 2－ O H E2， 2rO H E3と
も に 男子 お よ び非妊婦 の 血中濃度 は 20pgノml あ るい
はそれ 以下とい う低濃度で あり ， 正確 な血 中濃度測定
の た め に は， さ ら に特異性お よび感度の高い R工A法 の
開発が 必 要と思われ る．
妊婦 に お け る 2－O H E3値 は妊娠 の 経過 と共 に 増加
し，妊娠各時期の 2．O H E3血中 レ ベ ル は 2． O H Elと ほぼ
同じ血 中レ ベ ル を示 した
． 個々 の妊婦で の経時的検討
で は血 中2－O H E3 お よびプライ マ リ ー エ ス ト ロ ゲ ン で
あ る El ，E2，E3値 は 妊娠の 経過と と も に 増加 す るが 個
体差が大きく， 特 に妊娠後期 に 著明 とな る こ とか ら，
各 ス テ ロ イ ドの比 較検討 に は個々 の 例で ， か つ 同 一 検
体で の 測定が必 要と 考え られた ． 著者は個々 の 妊婦 に
て 同 一 検体 で 2．O H E，と El ，E2，E3を測定し， 妊娠の経
過 を追 っ て El， E2， E3と 2－O H E3の比 を検討 した
．
E，ノ2－
O E E3比 は 妊 娠の 進行 と と も に 全例 で上 昇 し， Elノ2－
O H E3， E212－O H E，比 も同様で あ っ た ． 桑原ら 刷 は同 じ
0 8 川 15 20
Ge statio n al We eks
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Figrll． Valu e sfo r2－O H E3in lOpregn a nt w o men thro ugho ut pregn a n cy．
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く 個々 の妊婦 で E． ，E2と 2．O H El， 2－O H E2を経時的 に
測定し， Ell12．O H E．， E2I2－ O H E2比 が上 昇す る こ と を
報告し てい る． したが っ て カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン の
妊婦に お ける血中演度 は妊娠 の進行 に つ れ てプ ライ マ
リ ー エ ス ト ロ ゲ ン と と も に 増 加す る が ， プ ラ イ マ
リ ー エ ス ト ロ ゲ ン に 比 べ そ の増加率は小 さい と 考え
られ る． M er ria m ら4 5J， Ko n oら2引 は 2－ O H El ，2－O H E2
の 半減期は そ れ ぞ れ 7 分， 11．2分 と 非常 に 短 か く
M C R は E． ，E2，E3の 約 100倍 と非常 に 大 き い こ と を
報告 して い る ． また Du n nら 相 は妊 婦， 非妊 婦共に2．
O H El ， 2－O H E2の テ ス トス テ ロ ン 結合 グ ロ ブ リ ン， ア
ル ブ ミ ン との 結合率 は El ，E2よ り低く ， 従 っ て 血中で
は 蛋 白非結合 の 遊離型 が 多い こ と をみ て い る
．
一 方
Ba11 ら4 71， A dler c re utz ら4 81 頼は妊 婦尿 中グ ル ク ロ ン
酸お よ び硫酸抱合型 2－ O H E．お よ び C－2位が メ チル エ
ス テ ル に な っ た 2－ m etho xye stro n eの 排泄量は非妊婦
の 20句 100倍に も増加す る こ と を報告 して い る． これ
ら の 事実 はカ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ンが 血 中で き わめて
Table 2． Ratio s of El， E2 a nd E3tO 2－O H E3in s er u m of n o r m alpregn a nt w o m e n
EI 2－O H E3 E212－O H E3 E312－O H E3
Ra nge Ra nge Ra nge
くM e a n士S．D．I くMe an士S．D．1 くM e an士S．DJ
1st trim ester
3．3 － 43．4 3 ．6 － 41 ．6 1．5州4．6
19．0士13．8 くn ニ 5う 23．3士13．7 くn 二 引 3 ．4士1 ．4 くn こ 3う
2ndtrim e ste r
21 ．6 － 151 ．6 23．2－247．3 7．9－81．1
52．6土29．5 くn ニ 26J 89．4 士53．6 くn ニ 26I 30．5士18．0 くn こ 26J
3rdtrim e ste r
20．7－223．7 64．8－373．2 32．6帽1 95．6
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Fig．12． Ratio s of E3 tO 2－O H E，in lOpregn a nt w o m e nthr o ugho ut pr egn a n cy．
2－ OH E3 の RIA お よ び正常妊婦血中濃度の 測定
速くメ チル 化 また は抱合 をう け て排泄さ れ る こ と を示
してお り， プ ラ イ マ リ
ー エ ス トロ ゲ ン に比 較 し てカ
テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の 血 中濃度増加率が 小 さ くな る
主因と考え られ た．
妊婦 に お ける E3は非妊婦と異な り， そ の 多くが胎児
副腎 で 多量 に 合成 さ れ る dehydro epia ndro ste ro n e
sulfate よ り胎盤で合成さ れ母体血中 へ 移行 して い る ．
またカ テ コ
ー ル エ ス トロ ゲ ン の 主要な産 生臓器 は肝臓
とさ れ て い る が胎盤 も か な り の2－hydr o xyla s e活性
を有してい る 瑚 ． 妊娠時 の 胎盤 での ア ン ド ロ ゲ ン っ エ
ス トロ ゲ ン す なわ ち芳香化の 増大と相ま っ て胎盤で の
2－OH E3を含め た カ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の 産生 は妊
婦血中カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン 濃度上 昇の かな りの部
分をしめ， 局所で の 濃度 はよ り 高い と想像 され る． し
か しカ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン 特 に 2－O H Elや 2－O H E2
の子宮筋細胞質 リセ プ タ 一 に対 する親和性 はプ ライ マ
リ ー エ ス ト ロ ゲ ン で あ る E2の それ に 比 し て 極め て
弱く50即 ， プライ マ リ ー エ ス トロ ゲ ン との 血中濃度
の比較か ら考 えて も カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ンが 妊 娠子
宮の 子宮刺激作用 に 重 要な 役を果し て い る と は思 わ れ
ない ． 一 方子 宮を含 めた 生殖系に い わ ゆ る ア ラ キ ドン
酸カス ケ ー ドの す べ て の酵素が含 まれ ， 多数の P G関
連物質が産生 され 受 精卵 の 着床か ら分娩に い た る妊娠
のあらゆる過 程 に 重 要な役割を果た してい る こ とが 知
られてい る
． 子 宮 に お け る P G増加の主要因子 は エ ス
トロ ゲ ン で あ るが5 2I， エ ス ト ロ ゲ ン の P G 塵生 促進は
いわ ゆる古典的 エ ス ト ロ ゲ ン受 容体機構を介し ない と
いう報告S 3I 叫が ある ． 興 味 ある こ と に ラ ッ ト子 宮に お
いても ヒ ト子 宮に お い て も 2－O H E2は子 宮お よ び血管
収縮性の P G F2a を ふ や し， 反 対 に 拡張性 の 6．ket。 －
P G FlぽくP G工2の 安定代謝産柳 を減 じ， そ の 作用 は E2
より強い と い わ れ 叩 ， P G 産 生に お よ ぼ す作用 の 本態
はエ ス トロ ゲ ン で は な く カ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ンで あ
り， しかも エ ス ト ロ ゲ ン 受容体 を介さ ない レ ベ ル で ，
たと えばそ の カ テコ ー ル 構造か ら想像さ れ る よう に 各
種PG合成過程に 必 要 な pe ro xida seに 対 す る 水素供
給体とし て P G産生 に 重 要な役割を果 して い る こ とが
考えられる
．
こ の よ う に 妊 娠末期 に 急増す る 2－O H E3
を含めた 2－hydr o xylated e str oge nが血 管収縮， 子 宮
収縮や分娩発来 に局所 ホ ル モ ン と し て 重 要な役割 を演
じてい る こ とが 十分予想さ れ， 妊娠 の 継続 ， 妊娠中毒




カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン の 生理 作用 を解明 す る 上
で， 血中濃度の 測定 は重 要な意義を も つ と思 われ る
．
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そ こ で 血祭中2．O H E3の 特異的 R工A を開発 し， 妊婦の
血 中濃度を測定 した
． 同時に プ ライ マ リ ー エ ス ト ロ
ゲ ン で ある El ， E2， E3を R IA で測定 し，2－ OHE，との 比
較検討を行 い ， 以 下 の 成績 を得 た
．
1 ． 試料 の 純 化法と して Sephadex L H－20 カ ラム
ク ロ マ トグ ラフ ィ ー を用 い たが ， 回収率， 分離能と も
に 良好 で あ っ た
．
2 ． 抗 2．O H E，血 清 の 交 叉 反 応 は 2． m etho xy－
e striol，E3，4－hydr o xye striol，2－O HE2と 2．4 － 4．4％ で
あ っ たが 他の ス テ ロ イ ドと は 1％以 下で あ っ た ．
3 ． 本 法 で の 測 定 感度 は 10pg， Ster Oid fre e
pla s m aで 測定 した bla nk値は 20pglml以下であっ た ．
4 ． 本法の 精度 と し て の アッ セ イ 間 の変動係数 は
8．5％， 10．5％， 20．7％で あ り， 確度と して の全回収率
は 114．3士12．8％であ っ た
．
5 ■ 血 襲中2． OHE3値 は健常男子 で25．4 士2．7p gノ
ml くn ニ 4う， 非妊 婦 で 24．4 士3．7p gノmlくn ニ 51 で
あ っ た ． 妊婦 で は 妊娠前期48．2士18．Op gノmlくn ニ
8J， 中 期 で 81．0士32．8p gノmlくn ニ 3鋸， 後 期 で
158．3 士66．1p gノml くn こ 52フ で あ っ た
．
6 ． 個々 の 妊 婦 に つ き経 過 を追っ て 2－O H E3， Eい
E2，E3を同時に 測定 し， E．12，O H EB， E212－O H E3， E，1
2－O E E3比 を検討 し た． い ずれ も妊娠の 進行と とも に 上
昇 し， プ ライ マ リ ー エ ス トロ ゲ ン の 増加率 に比 較 し
て ， 2－ O H E3の 増加率が小さ い こと が明らか に な っ た ．
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A bstract
A s e nsitiv e a nd spe cific r adioim m u n o ass yくRIAJfo r2－hydr oxyestriolく2－ O H E3Jw a sdev elop－
ed
，
a nd tlle Pla s m ale v els in n o r m al pregn a nt w o m e n w e r e m e a s u r ed． T h plasm a lev els of
2－O H E3 tOget he r wit hcla ssic al e stroge n s－ e Str O n eくEl ， eStr adiolくE21 and estriolくE3J， W ere
follo w ed serially in ten w om e nt hro ughoutpr egn a n cy ． A n a ntis e r um r aised against 2－ O HE3 －6r
く0－ C a rbo xym ethylJo xim e－bovine ser u m albu min w a shighly spe cificto 2－ O H E3 ． Pla s m a s a mples
fo rR I Aof 2 0 H E3 W e r e e Xtr a Cted withehyla c etate a nd chr o m五togr aphed o nSephade xL H－2 0
C Olu m nin be nzen e－ m etha n olく8 9ニ1 1， Satu r ated witha sc o rbic a cidJ． R I Aof 2－O H E3 W aS C arried
out in buffe r c o ntaining O．0 5％ a s c o rbic acidu sing 8，0 0 0cpm of
3
H－2－ O H E3 a nd the a ntis e ru m
diluted to l二5，0 0 0． Fre e a nd bo u nd ste r oids w e r e sepa r eted u singde xtr a n－ C O ated cha r c o al． T he
Sta ndard c u rv e wa slin ear betw een l Oa nd l，0 0 0p go n alog－logitplot． T he s e n sitiv ty of the
a s ay w a s 1 0 P g， and the betw e e n－ a SS ay C O effic e nts of v a riatio n w as13．2％． A cc o uracy w as
deter min ed byt he ad d itio n of kn o w n a m o u ntsto po oled plasm a． T he m e a n o v e r all e c o v e ry w as
l 1 4．3士1 2．8％． T he pla s m a c o n c e ntr atio n s of 2－O H E3 W e re2 5．4士2．7pglmlくn ニ 4Jin m e n and
2 4．4士3．7p glmlくn ニ 5Jin cycling w o m e n． Du ring pr egn a n cy， t he pla s m ale v els of 2－O H E3 W ere
4 8．2 士1 8．O p gImlくnニ81in thefirst trim ester， 81．0士3 2．8p gImlくn こ 3 8Jin t he sec o nd trim e ster and
1 5 8．3士6 6．1 pgImlくn ニ 5 2Jin thet hird trim ester． 2－ O HE3 incr e ased gradually afte rthe 1 5t hw e ek
Ofge statio n， a nd r o se ste eply afte rthe 3 0t hw e ek ． T he pla s m ale v els of El ， E2 a nd E3 in cr e as ed
gradu ally duringt he se c o nd a nd third trim ester s， a nd t he ris e of E3 W a SPa rtic ularly evide nt after
the 3 0thw eek． T he ratios of El， E2 and E3 tO 2r O HE3 in c r e a sedto wa rdst he end ofgestatio n．
This relativelylow rate ofin c rea se of2－ OHE3 du ring pr egn a ncy m ay r es ult fro m a n e xtr e m ely
r apid metabolic cle a r a n ce r ate of this c ate chole str oge n． T he pr es e nt pape r r epo rts fo rthe first
tim e t he m e asure m e nt ofplasm a2
－ O H E3 C O n C e ntratio n by R IA． Re c e nt e vide n c e s uggeststhat
C ate Chole str oge n sar enot sim ply in a ctiv e m etabolite s ofprim a ry e stroge n sbutpo ss e sstheir o w n
POte nt biologic al a nd e ndo c rin e a ctivitie s． T he r efo re， t he R IAof c ate cho e str oge n s willc o ntri
－
butetot he el11 Cidatio n ofa physiologicalr ole of the u niqu eestrogen m etabolites．
